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学位論文題目
Astaxanthin, a xanthophyll carotenoid, prevents development of 
dextran sulphate sodium - induced murine colitis 
(デキストラン硫酸ナトリウム誘発腸炎に対するアスタキサンチンの 
効果についての横討）
【目的】炎症性腸疾患（IBD)は、消化管の慢性炎症を特徴とし潰瘍性大腸淡（UC )やクロ 
ーン病（C D )に代表される疾患群である。IBDの病態生理は依然として不明であるが、これ 
までの研究では、食物因子と腸内細菌叢に対する過剰な粘膜免疫反応が関与していることが 
示されている。
活性酸素種 （ROS)は酸素代謝により産生される好気性代謝産物であるが、過剰なROS生成 
によって誘導される陵化ストレスは、月悬 管の炎症応答においても関わっていることが広く知 
られている。アスタキサンチン（A X )はキサントフイルカロテノイドであり、さまざまな海 
藻や微生物によって生産される。A Xはその分子構造によって、ルテイン、 カロチンを含 
む他のカロテノイドよりも高い抗釀化活性を発揮するとされ、33Dに対しても渤果が期待さ 
れる。IBDモデルやIBD患者におけるA Xの効果は十分に研究されておらず、本研究では、
デキストラン硫酸ナトリウム（DSS)誘発腸淡に対するA Xの効果を検討した
【方法】6〜8 週齢の雌性C57BL/GJマウスに4 % D S Sを自由飲水させ腸炎モデルマウスを作 
製した。DSS投与7 日前より通常粉末飼料またはA Xを混合した粉末飼料を自由摂取させ 
た。4 日間DSS投与後、6 日後にマウスを解剖し検討を行った。H E染色を用いて腸濟の活動 
性を組織学的に評価した。A Xの大腊組織における細胞内シグナルに対する効果をWestern 
blot法と免疫組織化学染色法で検討した。 w Y r oの検討は大腸上皮細胞株（HT-29細 
胞）を用いて行った。A Xの抗酸化作用にっいて、血漿および大腸上皮細胞における酸化物 
質 (Malondialdehyde (MDA）および 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)) の定量を 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法を用いて検討した。また腸管上皮細胞にお 
けるサイトカイン楽現をreal-time polymerase chain reaction (PCR)法を用いて檢討し 
た。
【結果】DSS群と比較してDSS+AX群では、A Xの濃度依存的に体重減少の抑制を認めた。腸 
管におけるdisease activity indexと組織学的スコアは、DSS群と比較してDSS+AX群で有 
意な改善を認めた。また血漿中のMDAおよび8-OHdGは、DSS群と比較してDSS+AX群では、
A Xの濃度依存的に抑制され、MDAは大腸上皮細胞においても抑制を認めた。
(備考） 1 . 論文内容要旨は、研究の目的•方法•結果•考察•結論の順に記載し、 2 千字 
程度でタイプ等を用いて印字すること。
2 . ※印の欄には記入しないこと。
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大腸組織における免疫組織化学染色では、DSS群と比較してDSS+AX群では細胞内へ 
の nuclear factor-kappa B (NF- tc B ) や activator protein (AP)-1 の植内移行が 
抑制された。また大腸上皮組織から抽出した核蛋白を用いたWestern blot法による 
検討では、DSS群と比較してDSS+AX群でNF- /cBおよびAP-1の棱内移行が抑制され 
ることが示された。さらに、大腸上皮細胞株（HT-29細胞）を用いた力3 vitroの檢 
討においても、AX股与によってT N F - a刺激によるmitogen-activated protein 
kinase (MAPK)の活性化およびNF-k B およびAP-1の核内啓行が抑制され、腸管上皮 
細胞に作用していることが確認された。大腸組織のサイトカイン藥現の検討では、 
N F -k B およびAP-1と関連している炎症性サイトカイン（IL-1/3、IL-6、TNF-a、 
IL-36a、IL-367）の発現が、DSS群と比較してDSS+AX群で有意な減少を認めた。 
【考察】本研究ではK D に対するA Xの効果を検討するために、DSS腸淡を用いて検討 
した。酸化ストレスマーカーであるMDAおよび8-OHdGは、DSS群と比較してDSS+AX群 
において優位に減少していた。A Xの抗酸化作用によりDSS腸类 における転写因子NF- 
k B、AP-1、およびM A P Kリン酸化を含む炎症シグナルの経路が抑制され、炎症性サイ 
トカインのmRNA発現が低下し、腸後が改善している可能性が示唆された。
N F -k B およびAP-1は炎症関連遺伝子の主要な転写因子である。IBDにおいて、酸化ス 
トレスがNF- k B のシグナル伝達を刺激し、腸管の炎症反応を促進することが報告され 
ている。N F -k B およびA P - 1は細胞質に局在し、炎症刺激によりN F -k B およびAP-1 
の核内移行が亢進し、炎症関連遺伝子の転写を活性化する。本研究では、免疫組織化 
学的分析やimmunoblot法による分析により、AX投与によって転写因子NF-k B および 
AP-1の棱内移行が抑制されることによってDSS腸炎が抑制されることが示された。さ 
らに、HT-29細胞を用いた 众 の 検 討 に よ っ て 、A Xが腸管上皮細胞におけるNF- 
k B およびAP-1の核内移行を直接的に抑制していることが示唆された。以上よりAX 
は、N F -k B およびAP-1の榇 内移行抑制を介して炎症を改善することが明らかとなっ 
た。MAPK (ERK、p3服APKおよびJNK)経路は、これまでの研究により、ROS刺激の重要 
な下流シグナル経路であり、その活性化はIBDの病因に関与していることが報告され 
ている。本研究では、DSS腸炎マウスから単離した腸管上皮細胞を用いてimmunoblot 
法を行い、A Xが MAPKのリン釀化を用量依存的に抑制することを確認した。次に、AX 
が、腸管上皮細胞における炎症性サイトカイン（IL-LjS、IL-6、TNF-a、IL-36 a, IL- 
3 6 7） の mRNAの発現を抑制することを示した。またこれらの発現の亢進によりN F-k B 
経路を含む細胞内シグナル伝達およびMAPKの活性化し、ヒトIBDや腸炎マウスの発症 
と関連しているという報告もある。以上の結果によりA Xは、NF-/cB、MAPKシグナル伝 
達経路の阻害による炎症誘赛 性サイトカインの発現抑制を介して抗炎症作用を発揮す 
る可能性が示唆された。 【結論】A Xは、DSS腸炎を抑制することが示唆された。抑制 
機序としては、腸管上皮細胞でのMAPK活性化およびその下流のN F-k B およびAP-1の 
核内移行抑制を介していることが示され、今後 IBDに対する治療選扳肢として考えら 
れる。
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(学位論文審査の結果の要旨）※明朝体1 1 ポイント、 6 0 0 字以内で作成のこと
炎症性腸疾患は、発症機序や病態生理に不明な点があるものの、活性酸素種によって誘 
導される酸化ストレスが病態悪化に関与することが方向されている。そして、高い抗酸化 
活性を有するアスタキサンチンの経口投与が、炎症性腸疾患の病態に及ぼす影響は未知で 
あった。申請者は、デキストラン硫酸ナトリウム (DSS)投与によって作製した腸炎モデル 
マウスを用いて、アズタキサンチン経口投与による病態改善作用を検討するとともに、培 
養細胞を用いて炎症性サイトカインの発現に及ぼすアスタキサンチンの効果について検討 
し、以下の点を明らかにした。
1) アスタキサンチンは、DSS投与による体重の変化や腸管などの組織学的変化を抑制
した。
2) アスタキサンチンは、DSS投与による酸化ストレスマーカーの上昇を抑制した。
3) アスタキサンチンは、D SS投与による炎症性サイトカインのmRNA発現量上昇を 
.抑制した。
4) 培養細胞を用いた検討によって、アスタキサンチンがNF-kB およびAP-1の核移行
を抑制することを明らかにした。
本論文は、アスタキサンチンの炎症性腸疾患に関する新規治療薬の可能性について新し 
い知見を与えたものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したので、 
博 士 （医学）の学位論文に値するものと認められた。
(総字数543字)
(平成31年 1 月 2 8 日）
